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22#摘要$2目的2探讨将羰基铁粉应用于磁感应动脉栓塞加温治疗肿瘤&测定其在交变磁场下升温状况和细胞毒性&初步

评价其磁热性和安全性) 2方法2分别改变混悬液浓度!54 E>UEH羰基铁粉 544b浸提液-54 E>UEH羰基铁粉 @4b浸提液-

7A >U,苯酚溶液%和磁场电流强度!A6P6-C6P6-554P3 (:%&测定因浓度和磁场电流强度的变化对羰基铁粉升温的影响) 将羰

基铁粉浸提液对小鼠 ,D636 成纤维细胞培养 3-A-C 9&显微镜下观察细胞形态变化&.[[法检测计算细胞相对增殖度&用 7 级

毒性分类法评级) 2结果2羰基铁粉 S碘化油混悬液的温度随浓度的升高-磁场强度的增加而升高) 浓度为 74 E>UEH的羰

基铁粉 S碘化油混悬液在 554P3 (:下可以达到理想的治疗温度) 细胞毒性检测&小鼠成纤维细胞 ,D636 在 54 E>UEH羰基铁

粉 544b浸提液-54 E>UEH羰基铁粉 @4b浸提液培养期!培养 3-A-C 9%细胞贴壁生长&形态良好&细胞毒级为 4 i5 级) 2结论

羰基铁粉在交变磁场下有较好的升温效果&无细胞毒性)

#关键词$2羰基铁粉*2交变磁场*2热疗*2细胞毒性*2,D636 细胞
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22动脉栓塞热疗是指是应用栓塞介质经微导管经

动脉注入肿瘤部位&对由动脉供给的肿瘤进行选择

性栓塞&然后再对肿瘤施以热疗的双重治疗方

法
.5/

&具有微创-靶向效应-可以反复多次治疗等优

点) 目前&应用于动脉栓塞热疗的介质主要有热碘

化油
.3/

-磁颗粒!如 -:
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%等) 用热碘化油

作为栓塞介质&磁颗粒经动脉灌注后&会形成聚集

物&肿瘤部位浓度远远高于邻近的正常组织&并且大

多不会被清除
.O&A/

) 利用这个特性&就可将病患反

复置于磁场下进行热疗&免去多次注射给病人带来

的痛苦)

相关研究还表明&动脉栓塞的介质需要选择粒

径在微米级的微球&这样才能确保它们可以阻塞肿

瘤的毛细血管床&而不会通过毛细血管进入静脉循

环
.@/

) 美国 #<Q:;<FQG8<FH&V:JGFHQ?];89=JQX!#&]%公

司的羰基铁粉!!F;W8<?H#;8< ]8I9:;%&粒径 5

!

E左

右!图 5%&经美国药品监督管理局批准&可以直接添

加到食品中作为铁元素补给&而且羰基铁粉不会造

成铁元素摄入过量中毒
.7/

) 现在我们拟利用它的

这种特性&将其作为动脉栓塞热疗的介质&对羰基铁

粉 S碘化油的混悬液在体外产热的行为和对细胞的

毒性进行研究) ,D636 成纤维细胞是目前细胞毒性

试验中应用最早及使用最广的细胞&具有传代稳定-

繁殖迅速-体外培养条件低-能为许多材料细胞毒性

所共用等优点&56B3 年美国质量标准协会将 ,D636

成纤维细胞推荐为细胞毒性试验中的标准细胞
.C/
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本研究拟利用 ,D636 细胞对羰基铁粉体外的细胞毒

性进行检测&采用 7 级毒性分类法评级&为将来的体

内实验奠定基础)

图 TU电镜下的羰基铁粉粒子(粒径在 T

#

I左右

52材料与方法

5P52实验材料和仪器

5P5P52微米级羰基铁粉的预处理2羰基铁粉购自

美国 #&]公司) 蒸馏水-无水乙醇分别清洗 O 次&

535 e&OO .]F蒸汽灭菌&烘干备用)

5P5P32细胞株2小鼠 ,D636 成纤维细胞&由中国科

学院上海细胞生物学研究所提供)

5P5PO2实验试剂2碘化油 !加柏&法国 %**]#.D

57A4 培养液 !主要含 57A4 培养基 544 >U5444 EH&

1#R!(&美国*青毒素-链霉素各 544 )UEH*54b胎牛

血清& 由 &#1.+ 公 司 提 供 %* 磷 酸 盐 缓 冲 液

!VM8XVMFQ:W=\\:;:9 XFHG<:&]R&%!V"CP3%*4P3@b胰

酶消化液 !北京拜尔迪生物制品有限公司 %*.[[

.O S!A&@ S二甲基噻唑 S3% S3&@ S二苯基四氮唑

溴盐&北京拜尔迪生物制品有限公司/*二甲基亚砜

!Z.&(&北京北化精细化学品有限责任公司%*苯酚

溶液!7A >U,%)

5P5PA2实验器械2

"

加热设备"带有恒温夹套的小

型磁感应实验装置*测温设备"#[S5B 型 !铜 S康

铜%热电偶测温探头&]M?XGQ:EV 公司)

'

温度显示

设备"四通道毫伏计&型号 _&45+SA&北京昆仑天

辰仪表科技有限公司&热电偶测温信号由数显仪通

过计算机接口输入计算机&进行温度数据的实时记

录)

(

7B4 型酶联免疫检测仪*超净工作台 !%&!(

科技有限公司%*细胞培养箱*67 孔培养板*微量加

样器!吉尔森精密移液器服务中心%*电子分析天平

.梅特勒 S托利多仪器!上海%有限公司/)

5P32方法

5P3P52羰基铁粉 S碘化油混悬液在外加交变磁场

下升温状况的测定2

"

羰基铁粉 S碘化油混悬液的

制备"称取 O4-A4-@4-74-C4 E>羰基铁粉&分别置于

5 EH离心管中&每个离心管中各加入 5 EH碘化油&

超声混合 @ EG<&再用 5 EH微量加样器反复抽提&直

至羰基铁粉与碘化油形成均匀的混悬液)

'

浓度对

羰基铁粉 S碘化油混悬液升温状况的影响"将不同

浓度羰基铁粉 S碘化油混悬液置于小型磁感应实验

装置的恒温夹套中&将 3 根热电偶一根插入离心管

中&检测混悬液温度&另一根插入恒温夹套中&检测

环境温度) 设置磁场电流强度为 554P3 (:&控制环

境温度在 OC e左右&记录不同浓度混悬液的升温状

况)

(

磁场强度对羰基铁粉 S碘化油混悬液升温状

况的影响"将浓度为 74 E>UEH的羰基铁粉 S碘化油

混悬液按照上述实验方法&分别检测混悬液在磁场

电流强度为 A6P6-C6P6-554P3 (:下的升温状况)

5P3P32羰基铁粉体外细胞毒性的测定2

"

羰基铁

粉浸提液的制备"我国国家标准 1RU[57BB7T@3566C

!医疗器械生物学评价标准第 @ 部分"细胞毒性试

验体外法%

.B/

规定材料表面积与浸提介质体积比应

于 4P@ i7 JE

3

UEH) 将羰基铁粉用 *]#.D57A4 培养

液浸提&置于 OC e培养箱浸提 3A M)

'

细胞培养和

.[[法检测"将 ,D636 细胞进行体外培养&经过传代

达到生长情况稳定) 取对数生长期的该细胞&

4T3@b胰酶消化后制成细胞悬液&以 5 j54

A

个UEH

的细胞浓度接种于 67 孔培养板!344

!

HU孔&+ kB%&

每孔接种 3 j54

O

个细胞&置于 @b !(

3

&OC e培养

箱中培养 AB M) 观察细胞贴壁良好&弃去原培养液&

每块培养板按阴性对照&不同组别实验组&阳性对

照&空白对照划区分组换液&每组 B 孔) 实验分组具

体如 下" FP阴 性 对 照 组 ! 57A4 培 养 基 %* WP

54 EHS544b浸提液组 !54 E>UEH羰基铁粉 544b

浸提液%*JP54 EHS@4b浸提液组 !54 E>UEH羰基

铁粉 @4b浸提液%*9P阳性对照组 !7A >U,苯酚溶

液%&常规放置于 @b !(

3

&OC e培养箱中培养) 将

培养 3-A-C 9 的细胞 !每 3 天换液 5 次%进行 .[[

法检测) 在 67 孔板细胞培养孔中加入 @ E>UEH

.[[! @4

!

HU孔 % 后继续培养 A M&弃去原液加入

Z.&(5@4

!

HU孔&震荡培养板 5@ EG<&待蓝紫色结晶

溶出后使用酶联免疫检测仪在 A64 <E波长测定各

孔的吸光度值!(Z值%)

5P3PO2细胞毒性评价2根据所测定的各组 (Z值

按照下列公式分别计算各实验组细胞相对增殖度

!;:HFQĜ:>;8IQM ;FQ:& *1*%) 按照表 5 将各组的

*1*转换成 7 级细胞毒性以评定材料的毒性程度)

*1*k实验组平均 (Z值U阴性对照组平均 (Z

值 j544b

表 TU相对增殖度与毒性分级转换表 &a'

2

细胞毒级 细胞相对增殖度!b%

4 级
%

544

5 级 C@ i66

3 级 @4 iCA

O 级 3@ iA6

A 级 5 i3A

@ 级 4

22实验结果为 4 或 5 级反应为合格*实验结果为

3 级反应应结合细胞形态分析综合评价*实验结果
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为 O i@ 级反应为不合格)

32结果

3P52羰基铁粉 S碘化油混悬液在外加交变磁场下

升温状况的测定

"

浓度对羰基铁粉 S碘化油混悬液升温状况的

影响"在磁场电流强度为 554P3 (:时&羰基铁粉 S

碘化油混悬液随着浓度的升高&升温越明显!图 3%&

在磁场下所能达到的最高温度越高!图 O%) 通过对

各浓度混悬液在上升期!O EG<%和平台期!54 EG<%

的温度作直线并进行线性回归和相关分析&可以看

出羰基铁粉在升温过程中和达到最高温度时&混悬

液浓度和其对应的温度成正直线相关关系!O EG< 时"

Kk4P44@6*54 EG< 时"Kk4P44A4%&且线性关系较好

!O EG< 时"Mk4P6AO*54 EG< 时"Mk4T6@7%!图 A%)

图 VU不同浓度羰基铁粉 b碘化油混悬液在磁场

电流强度为 ^XX +时的升温状况

图 ^U不同浓度羰基铁粉混悬液在磁场

电流强度为 ^XX +时最高温度

图 [U羰基铁粉 b碘化油混悬液升温与

剂量的相关性

22

'

磁场强度对羰基铁粉 S碘化油混悬液升温状

况的影响"如图 O 所示&羰基铁粉 S碘化油混悬液浓

度为 74 E>UEH时&随着磁场强度的增加&混悬液升

温更加明显&并且在 554P3 (:的电流强度下&混悬

液所能达到的最高温度明显高于在 C6P6 (:和 A6P6

(:电流强度下的最高温度!图 @%)

图 `UZX I>QI9羰基铁粉 b碘化油混悬液在

不同磁场强度下的升温状况

3P32羰基铁粉体外细胞毒性的测定

"

倒置相差显微镜下细胞形态观察"分别在

.[[测试前!细胞传代后培养的 3-A-C9%对细胞的

形态及增殖情况观察&随着培养时间的延长&细胞数

量明显增多&各组分及不同浓度分组的细胞生长与

阴性对照组镜下观察并无明显差异&阳性对照组细

胞死亡!图 7%)

图 ZU+cD分别为 TXX 倍倒置显微镜下观察到阴性对照组(TX I>QI9bTXX\浸提液组(TX I>QI9b̀ X\浸提液组(阳性对照

组的 ,?dVd 细胞+ 不同浓度分组!N*!"的细胞生长与阳性对照组!+"在镜下观察并无明显差异(多为梭形(阳性对照组

细胞全部死亡
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'

.[[法测定 (Z值&计算细胞增殖度及细胞

毒级&见表 3 iA)

表 VU各组培养 V =的 (D值*细胞增殖度及

细胞毒级!! e"(#fa" 2

组别 吸光度!(Z%

细胞增殖度

!b%

细胞毒级

54E>UEHS544b浸提液组 4PCCO l4P46C B5PBB 5

54E>UEHS@4b浸提液组 4P6@3 l4P5C7 544PB 4

阴性对照组 4P6AO l4P5C7 544 4

阳性对照组 4 4 @

表 ^U各组培养 [ =的 (D值*细胞增殖度及

细胞毒级!! e"(#fa" 2

组别
吸光度

!(Z%

细胞增殖度

!b%

细胞毒级

54E>UEHS544b浸提液组 5P@73 l4P35O 65P73 5

54E>UEHS@4b浸提液组 5P7@6 l4P377 6CPO 5

阴性对照组 5PC4@ l4PO47 544 4

阳性对照组 4 4 @

表 [U各组培养 ] =的 (D值*细胞增殖度及

细胞毒级!! e"(#fa" 2

组别
吸光度

!(Z%

细胞增殖度

!b%

细胞毒级

54E>UEHS544b浸提液组 3P353 l4P@4B 64P3@ 5

54E>UEHS@4b浸提液组 3P@54 l4P@47 543PAA 4

阴性对照组 3PA@4 l4PO47 544 4

阳性对照组 4 4 @

O2讨论

动脉栓塞热疗作为磁性靶向热疗的一个分支&

现在使用的介质主要为 -:

3

(

O

.6/

或 -:

O

(

A

.54/

&多为

纳米级粒子或是经高分子包裹后的微米级粒子) 本

试验将微米级材料羰基铁粉末作为研究对象&对其

在交变磁场下升温和在体外对细胞毒性进行研究)

将不同浓度的羰基铁粉 S碘化油混悬液置于交

变磁场下&当磁场电流一定时&混悬液升温速率随浓

度的增加而增加*当混悬液浓度一定时&混悬液升温

速率随着磁场电流强度的增加而增加&并且当混悬

液浓度为 74 E>UEH&外加交变磁场强度为 554P3 (:

时&混悬液所能达到的温度!7BP54 e%是临床上较

为理想的治疗温度) 通过对各浓度混悬液在上升期

!O EG<%和平台期!54 EG<%的温度进行线性回归和

相关分析&可以看出混悬液在进入平台期前浓度与

温度呈较好的线性相关关系!图 A%&这说明我们可

以通过控制混悬液浓度来实现加温的控制) 体外细

胞毒性实验是一类在离体状态下模拟生物体生长环

境&检测医疗器械和材料接触机体组织后生物学反

应的体外实验&能在短期内检测出材料对细胞新陈

代谢功能的影响&对毒性物质具有快速筛选作用&是

目前公认的鉴定并筛选具有良好生物相容性材料的

一种方法) 本实验选用的 .[[法&是一种国际标准

检测细胞存活和生长的方法&其原理是活细胞线粒

体中的琥珀酸脱氢酶能使外源的 .[[还原为难溶

性的蓝紫色结晶物&并沉积在活细胞中&而死亡细胞

对 .[[不起作用&因此&死亡细胞不会被染色) 由于

.[[结晶物形成量与细胞数呈正比&(Z值就能间接

反映活细胞数量) 通过计算出不同浓度试验材料浸

提液作用下的细胞增殖度&可以对该材料的细胞毒性

作用作出可靠的定量评价)

本研究对不同浓度的羰基铁粉浸提液分别进行

了细胞毒性评价!表 3 iA%) 用不同浓度的羰基铁

粉浸提液对小鼠成纤维细胞 ,D636 进行培养&在第

3-A-C 天&544b浸提液组培养细胞毒级均为 5 级

!合格%&@4b浸提液组培养细胞毒级分别为 4 级或

5 级) 由此可以说明本试验所检测的羰基铁粉基本

无细胞毒性作用&具有良好的细胞相容性&符合生物

体应用的基本要求&初步证实了该材料具有人体应

用的生物安全基础&但由于体外实验本身的局限性&

在将新材料应用于临床前应进行系统性的实验研

究&而不能根据某方面或某个水平的结果就得出生

物相容性的结论&对该材料的客观评价也将有赖于

从细胞到动物实验结果的综合评价)
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\8HH8IG<>M:VFQGJF;Q:;GFHG<\=XG8< 8\\:;;8EF><:QGJVF;QGJH:XG< F

;FWWGQQ=E8;E89:HPRG8E:QFHX& 344O& 57"A@@ SA7AP

A 2.8;8L]& '8<:X&Y& !:JGH?.& :QFHP":VFQGJJH:F;F<J:8\F;Q:;GFHH?

G<\=X:9 \:;;8EF><:QGJVF;QGJH:XP#<Q'"?V:;QM:;EGF& 344O& 56!5% "

3O SOAP

@ 2 '8<:X&Y& hG<Q:;'1P%aV:;GE:<QFH:aFEG<FQG8< 8\FQF;>:Q:9

M?V:;QM:;EGF X?XQ:E =XG<> G<9=JQĜ: M:FQ:9 \:;;8EF><:QGJ
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